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1. Resumen. 
 
Introducción: La enfermedad periodontal es una patología inflamatoria 
producida por el desarrollo de una biopelícula inflamatoria en el surco 
gingival. Cuando se cronifica afecta al ligamento periodontal, siendo una de 
las principales causas de pérdida de los elementos de inserción de los 
dientes. 
 
Objetivo: Puesta a punto de un modelo de inflamación para la enfermedad 
periodontal en una línea celular de fibroblastos humanos inmortalizados 
(Immortalized human gingival fibroblas with Human Telomerase reverse 
transcriptase, IHGF-hTERT).  
 
Metodología: Se estudió como afecta el cambio de medio de cultivo y de 
concentración de suero bovino fetal (SBF) (al 10% y al 0,5%). Se realizaron 
estudios de expresión génica de la línea IHGF-hTERT tras 24 horas de 
cultivo con concentraciones crecientes [0; 0,1; 0,5; 1; 1,5; 2 µg/ml] de 
lipopolisacáridos (LPS) de Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis). La 
cuantificación relativa de la expresión de interleucina 6 (IL-6), interleucina 
8 (IL-8) y la ciclooxigenasa 2 (COX-2) se realizó mediante la técnica 
reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real (q-PCR). La viabilidad 
de la línea celular IHGF-hTERT frente LPS de P. gingivalis se estudió 
mediante un ensayo colorimétrico.  
 
Resultados: El ensayo de los medios de cultivo no mostró diferencias ni 
en la morfología ni la confluencia celular, entre los diferentes medios a una 
concentración de SBF del 10%. Sin embargo, sí se observaron diferencias 
en la confluencia celular en los medios al 0,5% SBF. Cuando la línea IHGF-
hTERT fue sometida a concentraciones crecientes de LPS se observó un 
aumento de la producción de IL-6 y IL-8, y una reducción en la producción 
de COX-2. Las muestras sometidas a 1 µg/ml de LPS de P. gingivalis fueron 
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las que más modificaron la expresión génica de los mediadores de la 
inflamación estudiados. La viabilidad celular no se ve afectada a dicha 
concentración.  
Conclusiones: En la línea celular IHGF-hTERT las bajas concentraciones 
de SBF limitan el crecimiento celular. Los LPS de P. gingivalis inducen la 
modificación de la producción de mediadores de la inflamación, sin afectar 
a la viabilidad del cultivo celular.  
Términos clave: IHGF, fibroblasto gingival, enfermedad periodontal, 
periodontitis, IL-6, IL-8, COX-2.  
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1.1.     Abstract. 
 
 
Introduction: Periodontal disease is an inflammatory pathology. which is 
produced by the development of an inflammatory biofilm in the gingival 
sulcus. In a chronic stage, it affects the periodontal ligament. It is one of the 
main causes of loss of the insertion elements of the teeth. 
 
 
Objective: Development of a model of inflammation for periodontal disease 
in a line of immortalized human fibroblasts (IHGF-hTERT). 
 
Methodology: We studied the optimal culture medium for the development 
of the inflammation model using different concentrations of fetal bovine 
serum (FBS) (10% and 0.5%). Gene expression studies of the IHGF-hTERT 
line were performed after 24 hours of culture with increasing concentrations 
[0; 0.1; 0.5; 1; 1.5; 2 µg/ml] of LPS (lipopolysaccharides) of P. gingivalis. 
The relative quantification of the expression of IL-6, IL-8 and COX-2 was 
performed by real-time PCR (q-PCR). The LPS cell viability of P. gingivalis 
was studied by of a colorimetric assay. 
 
Results: The culture media assay didn’t show differences in morphology or 
cell confluence between the different media at a FBS concentration of 10%. 
The samples with concentration 0.5% FBS, the assay showed differences 
in the cell confluence. When the cell line is stimulated with different 
concentrations LPS of P. gingivalis for 24 hours, the samples stimulated to 
1 µg/ml of P. gingivalis LPS were the most altered gene expression of 
inflammatory mediators studied. Cell viability is not affected at said 
concentration. 
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Conclusions: In the cell line IHGF-HTERT, low responses of FBS limit cell 
confluence. LPS of P. gingivalis induce the modification of the production of 
mediators of Inflammatory mediators, regardless of their viability. 
 
Key terms: IHGF, gingival fibroblasts, periodontal disease, periodontitis, IL-
6, IL-8, COX-2. 
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1.2.     Resumo. 
 
 
Introdución: A enfermidade periodontal é unha patoloxía inflamatoria. É 
producida polo desenvolvemento dunha biopelícula inflamatoria no surco 
xenxival. Cando a enfermidade volvese crónica, afecta ao ligamento 
periodontal, por iso, é unha das principais causas de perda dos elementos 
de inserción dos dentes. 
 
Obxectivo: Desenvolvemento dun modelo de inflamación para 
enfermidade periodontal nunha liña de fibroblastos humanos 
inmortalizados (IHGF-hTERT). 
 
Metodoloxía: Na liña celular IHGF-hTERT estudouse si o cambio e na 
redución da concentración de SBF (do 10% ao 0,5%), afecta á morfoloxía 
e o crecemento celular. Os estudos de expresión xénica da liña IHGF-
hTERT realizáronse tras 24 horas de cultivo con concentracións crecentes 
[0; 0,1; 0,5; 1; 1.5; 2 µg/ml] de LPS de P. gingivalis. A cuantificación relativa 
da expresión de IL-6, IL-8 e COX-2 realizouse mediante q-PCR. A 
viabilidade das células LPS de P. gingivalis foi estudada por medio dun 
ensaio colorimétrico. 
 
Resultados: O ensaio de medios de cultivo non mostrou diferenzas na 
morfoloxía nin na confluencia celular entre os diferentes medios cunha 
concentración de 10% de SBF. Sin embargo, observanse diferenzas na 
confluencia celular nos medios cunha concentración do 0,5% SBF. Os 
ensayos de expresión xénica mostraron aumento na produción de IL-6 e IL-
8, e unha redución na produción de COX-2, cando a liña IHGF-hTERT foi 
sometida durante 24 horas a LPS de P. gingivalis. A concentración 1 μg / 
ml foi a que máis inflúe na produción. A viabilidade celular non foi afectada 
nesa concentración. 
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Conclusións: Na liña celular IHGF-HTERT as baixas concentracions de 
SBF limitan o crecemento celular. LPS de P. gingivalis induce a 
modificación da produción de mediadores da inflamación, sen modificar a 
viabilidade da liña. 
Termos clave: IHGF, fibroblasto gingival, enfermidade periodontal, 
periodontite, IL-6, IL-8, COX-2.  
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2. Introducción. 
2.1.  La enfermedad periodontal o periodontitis. 
El termino enfermedad periodontal hace referencia al conjunto de 
enfermedades inflamatorias que afectan a los tejidos encargados del 
soporte de los dientes, en respuesta al depósito de la placa de origen 
bacteriano (1,2). La placa se desarrolla debido a la acción de una biopelícula 
bacteriana que reside en el surco gingival o hendidura gingival, que es una 
cavidad que rodea el cuello dentario, con forma de V y determina el límite 
cervical de la corona de los dientes. Posee uno o dos milímetros de 
profundidad, está limitado por el esmalte dentario en la parte interna, y por 
el periodonto de inserción en su parte apical. Su porción oclusal puede 
estar cerrada por la biopelícula de la placa dentobacteriana, por sarro (que 
es la denominación que recibe la calcificación de la biopelícula) o 
simplemente por saliva y/o restos alimenticios. Esto provoca una baja 
concentración de oxígeno en ese espacio, lo que favorece el desarrollo de 
múltiples especies de bacterias anaeróbicas estrictas que en él habitan (3). 
Esta biopelícula consiste en un ecosistema microbiano, formado por varias 
especies de microorganismos asociados a una superficie. Estos 
microorganismos constituyen una comunidad bacteriana que interactúa 
entre sí, generando una matriz extracelular tridimensional que permite su 
adhesión al sustrato (4). 
En condiciones no patológicas, la placa se compone de una delgada capa 
de depósito que se localiza en la zona supragingival, con un espesor de 20 
a 30 células (FIGURA 1A). En estas condiciones, la biopelícula está formada 
mayoritariamente por bacterias Gram-positivas anaeróbicas como 
Streptococcus del grupo sanguis (S. sanguis, S. parasanguis y S.oralis); 
Streptococcus del grupo mitis (S.mitis, S.mllery y S.anginosus); 
Actinomyces (A. naeslundii y A. viscosus). No obstante, también se 
encuentra en pequeñas proporciones bacterias Gram-negativas de 
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géneros como Leptotrichia, Fusobacterium, Prevotella, Eubacterium, 
Spiroqueta, Capnocitophaga, Selenomonas y Campilobacter (5).   
En condiciones normales, el surco gingival actúa como un nicho ambiental 
donde la biopelícula microbiana mantiene una homeostasis con el 
hospedador, presentando un predominio de bacterias comensales. La 
rotura del equilibrio dinámico entre los microorganismos es debida a la 
modificación de las condiciones ambientales o al descenso de las defensas 
del hospedador. Cuando se producen ciertas modificaciones en el surco 
gingival se favorece la instauración de otros tipos bacterianos, que 
promueven la proliferación de la biopelícula inflamatoria produciendo 
lesiones en el hospedador (6).  
FIGURA 1. Esquema de las alteraciones de la encía durante la gingivitis y 
periodontitis.                                                                                                                               
 A) Esquema Encía sana con una grieta gingival de ≤2 mm de 
profundidad.                                                                                                                             
 B)  Esquema Gingivitis, se define como inflamación periodontal, sin 
pérdida ósea, asociada a una grieta gingival de ≤3 mm de profundidad. 
 C)Esquema Periodontitis, se muestra la formación de bolsas 
periodontales, que en su profundidad es superior a 4 mm, y la 
respuesta inflamatoria asociada con la perdida de hueso alveolar. 
Imagen obtenida y modifica de: (13). 
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La enfermedad periodontal se inicia como una leve inflamación del borde 
de la encía gingival en respuesta al exceso de bacterias que componen la 
biopelícula, lo que se denomina gingivitis (FIGURA 1B). En algunos casos se 
debe al predomino de un tipo bacteriano sobre los demás dentro de la 
biopelícula del surco gingival. En este estado patológico solo se ve afectado 
el periodonto de protección. En ocasiones se relaciona con una mala 
técnica de limpieza dental, es decir, se debe a que las malas condiciones 
de higiene favorecen el exceso de algún tipo bacteriano, pudiendo así 
remitir si las condiciones de higiene y limpieza mejoran (7). Sin embargo, 
existen factores que también promueven el desarrollo de estas condiciones 
patológicas como el tabaquismo (8), el embarazo (9), la diabetes mellitus 
(10) o enfermedades genéticas como el síndrome de Down (11). En estos 
casos, diversas deficiencias en el sistema inmunitario favorecen el 
desarrollo de la biopelícula, por lo que cuadros de estrés también pueden 
favorecer su desarrollo (12).  
La gingivitis pasa a denominarse periodontitis, cuando no se produce una 
mejora en las condiciones de la cavidad bucal, o cuando la debilidad del 
sistema inmunitario promueve la instauración de algún microorganismo 
patógeno que no es propio de la biopelícula normal de la cavidad bucal (13). 
En esta fase, la biopelícula microbiana accede a la zona de la corona 
dental, donde se encuentran los haces de fibras del ligamento periodontal. 
Esto se produce mediante la formación de bolsas inflamatorias, 
características de la periodontitis crónica.  Estas bolsas van aumentando 
su tamaño a medida que se cronifica la enfermedad, accediendo al 
ligamento periodontal (FIGURA 1C) (14). Una vez establecido este cuadro, los 
procesos inflamatorios destruyen el ligamento periodontal. Al mismo 
tiempo, se promueve la destrucción del hueso alveolar al cual se anclan las 
fibras de colágeno del ligamento periodontal, pudiendo llegar a producir la 
perdida de los elementos dentales (15). 
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El nicho de la cavidad bucal está formado por más de 700 especies 
bacterias. Algunas pueden asociarse a la biopelícula promoviendo su 
desarrollo dentro de la biopelícula sí las condiciones son adecuadas, 
formando bolsas inflamatorias (16). Entre los géneros más frecuentes como 
agente etiológico se encuentran Treponema denticola, Prevotella 
intermedia, Tannerella forsythia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans 
y Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) (17,18,19). Este último, es un 
cocobacilo Gram-negativo, anaerobio estricto, inmóvil y que pertenece al 
filo Bacteroidetes (20). P. gingivalis es el patógeno más prevalente en la 
periodontitis crónica debido a que sus cepas bacterias se encuentran entre 
las que producen mayor virulencia, asociándose también a los casos más 
graves de periodontitis crónica (21,22).  
La respuesta inflamatoria es inducida mediante los lipopolisacáridos (LPS) 
presentes en la membrana externa de las bacterias Gram-negativas. Estas 
moléculas están compuestas por una parte lipídica y unas cadenas 
de oligosacáridos o polisacáridos, siendo esta estructura característica de 
cada especie (23,24). Su función principal es intervenir en la adhesión de 
las bacterias a las superficies, pero en el organismo hospedador ejerce un 
efecto estimulante del sistema inmune. Estos LPS dentro del hospedador 
desempeñan la función de un antígeno, por que actúa como una 
endotoxina, ya que interviene como agente desencadenante del proceso 
inflamatorio mediante la producción de mediadores de la inflamación, como 
las interleucinas (25,26). 
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2.2. Estructura de la articulación periodontal:                                 
periodonto de inserción. 
Cuando la enfermedad periodontal se cronifica, afecta principalmente al 
tejido conectivo que forma la articulación existente entre las piezas dentales 
y el hueso alveolar que lo aloja (27). Este tejido pertenece a una articulación 
de tipo fibroso que se denomina gonfosis (28), pero actualmente se ha 
descrito como una articulación sin movimiento (sinartrosis) de tipo fibroso 
que está formada por diversos elementos que actúan como una unidad 
funcional permitiendo hacer frente a la tracción ejercida por los dientes 
durante la masticación (FIGURA 2A) (29). El ligamento periodontal permite 
amortiguar las fuerzas tangenciales ejercidas durante el proceso de 
masticación. Estas fuerzas provocan un leve desplazamiento del eje de 
rotación de las piezas dentales, originando una zona denominada fulcrum 
(FIGURA 2B) (30). 
FIGURA 2.  A) Esquema de la articulación dentogingival. Se pueden 
observar los principales haces de fibras del ligamento 
periodontal. Imagen obtenida y modifica de: (35).  
 B) Esquema de la movilidad de la pieza dental dentro del 
fulcrum. Imagen obtenida y modifica de: (30). 
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El periodoncio o periodonto, es el 
conjunto de tejidos que conforman el 
órgano de sostén y de protección de 
las diferentes piezas dentales (FIGURA 
3). A su vez en el periodonto se 
pueden diferenciar dos regiones, el 
periodonto de protección que está 
formado por la región de la encía 
exterior y la unión dentogingival que 
se encarga de unir la encía a la pieza 
dentaria. La finalidad del periodonto 
de protección es conservar y proteger 
la zona de la corona dental. Al mismo 
tiempo protege las estructuras 
dentales de sostén que forman el 
periodonto de inserción (31).  
El periodonto de inserción está formado por el cemento dental, el hueso 
alveolar y el ligamento periodontal, que conforman una unidad funcional y 
comparten al mismo tiempo un origen embriológico común. Su origen es 
común al desarrollo dental, a partir de la capa celular interna del saco 
dentario. Su función principal es mantener unida la estructura dentaria al 
hueso maxilar. El desarrollo del hueso alveolar se produce a partir del 
cuerpo óseo maxilar, esta estructura forma una serie de cavidades cónicas 
que alojan las raíces de los dientes denominadas alvéolos dentarios (FIGURA 
4A). La formación de alvéolos contiguos da origen a los tabiques alveolares 
(32).  
Histológicamente este tejido está formado por láminas compactas o 
corticales de los procesos alveolares que tiene un doble origen. Presenta 
una zona más interna que tiene un origen medular, formando a expensas 
del tejido medular adyacente del hueso maxilar. No obstante, la zona más 
periférica de la compacta periodóntica presenta un origen periodóntico, es 
FIGURA 3.  Vista panorámica de 
un elemento dentario con tejidos 
periodontales. Mediante técnica de 
descalcificación y tinción Tricómico 
de Mason. Imagen obtenida y 
modifica de: (30). 
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decir, su crecimiento se debe a las regiones osteogénicas del ligamento 
periodontal (FIGURA 4B). 
Así, las patologías relacionadas con el ligamento periodontal pueden 
afectar a esta estructura, produciendo la pérdida parcial del elemento de 
inserción del diente (33). La unidad funcional del periodonto de inserción 
también está formada por el cemento dentario, que es un tejido conectivo 
mineralizado derivado de la capa celular ectomesenquimática del saco o 
folículo dentario que rodea al germen dentario. Recubre el diente, pero solo 
en la porción radicular. Su función principal es anclar las fibras del 
ligamento periodontal a la raíz del diente (FIGURA 4B) (34).  
Por último, conformando la unidad funcional está el ligamento periodontal. 
Esta estructura se extiende entre 100 y 400 µm (FIGURA 5) entre la porción 
radicular del elemento dentario y la compacta periodontal del hueso 
alveolar (FIGURA 5A). Está formado por un tejido conectivo fibroso que se 
desarrolla en el espacio periodontal, formado por células óseas, células del 
cemento, restos epiteliales de Malassez, células endoteliales, células 
neurales y células precursoras del hueso y fibroblastos (35). Las funciones 
principales de este ligamento son mantener al diente suspendido en su 
alveolo y soportar las fuerzas producidas durante la masticación. Esta 
estructura en la bibliografía recibe múltiples denominaciones como 
FIGURA 4. A.) Diagrama de un corte a través del maxilar inferior. 
B) Esquema de la organización del periodonto de 
inserción.  Descripción de la arquitectura de la pared del 
hueso alveolar. Imagen obtenida y modificada de: (30). 
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periodonto, membrana periodontal, ligamento alveolodental y desmodonto 
(36).  
Histológicamente, el ligamento periodontal es un tejido conectivo formado 
por un conjunto de fibras colágenas y elásticas, que presenta un contenido 
celular variado formado por células del sistema inmune (macrófagos, 
mastocitos, eosinófilos), osteoclastos, osteoblastos, cementoblastos (FIGURA 
5B) y, por último, fibroblastos, siendo este el componente celular principal. 
El alto porcentaje de este tipo celular se debe a que la función principal de 
los fibroblastos es formar moléculas precursoras de fibras colágenas y 
elásticas. Además, también intervienen en los procesos inflamatorios 
mediante la síntesis de mediadores de la inflamación (37,38). 
 
 
 
 
Figura 5. A) Imagen obtenida al Microscopio óptico: (M.O.) Sección longitudinal 
del periodonto de inserción. (60x). Se observa el cemento acelular 
(CA), el cemento celular (CC), el ligamento periodontal (LP) y el hueso 
alveolar (HA).  
B) Esquema de la organización del periodonto de inserción. Imagen es 
obtenidas y modificas de: (30). 
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2.3.       Fibroblastos gingivales. 
 
Los fibroblastos gingivales son el componente celular más abundante del 
ligamento periodontal, suponiendo un 20% de los componentes celulares 
de dicha estructura (39). Al microscopio óptico, el fibroblasto presenta una 
morfología fusiforme con extensiones citoplasmáticas. Presenta un núcleo 
elíptico grande, su cromatina es laxa y presenta de dos a cuatro nucléolos 
evidentes (FIGURA 6 Y 7). Los fibroblastos son las células encargadas de 
sintetizar sustancias como colágeno, proteoglicanos y elastinas, que 
conforma las fibras del tejido conectivo (30).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 7. A) Imagen de un fibroblasto gingival de 
la línea celular IHGF-hTERT (MO) 
(40x). Fuente propia. 
FIGURA 6.  A) Esquema Fibroblasto (MO). 
B) Esquema Fibroblasto (Microscopio 
Electrónico).   Imagen obtenida y 
modifica de: (30). 
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La importancia de este tipo celular también reside en el alto grado de 
recambio que presentan las fibras colágenas que forman este tejido. Esto 
se debe a los procesos de remodelado y reemplazo que este tejido sufre 
de modo constante, causados por las fuerzas ejercidas durante 
masticación. Los fibroblastos gingivales presentan una importante función 
de síntesis y reemplazo del ligamento periodontal (40). Algunos autores 
indican que el fibroblasto participa en la configuración extracelular de las 
fibras de colágeno, lo que sería de especial importancia en el desarrollo del 
ligamento periodontal (41). Se ha comprobado que existe un equilibrio 
fisiológico entre la síntesis y degradación de los componentes para 
conservar la estructura normal del ligamento. Sin embargo, este equilibrio 
puede ser alterado cuando se producen lesiones inflamatorias graves en el 
tejido gingival que podrían ocasionar la destrucción del tejido óseo alveolar 
subyacente (42). 
 
2.4. Función del ligamento periodontal durante la inflamación. 
 
Las interleucinas son moléculas mediadoras de la inflamación sintetizadas 
en las células del sistema inmune, pero existen otros componentes 
celulares como los fibroblastos, que también presentan la capacidad para 
producirlos (43). Estas moléculas son un conjunto de proteínas de bajo peso 
molecular, que actúan como intermediarios para activar diferentes 
componentes de respuesta del sistema inmune (44). Es importante reseñar 
el papel que tienen los fibroblastos gingivales en los procesos lesivos 
inflamatorios, ya que intervienen en la formación de interleucinas. Al mismo 
tiempo, al intervenir en los procesos de síntesis y formación de fibras que 
constituyen el ligamento periodontal, afectando a su correcto desarrollo. 
Por lo tanto, los fibroblastos gingivales son fundamentales en los procesos 
de reparación y regeneración de dicho tejido conectivo (45).  
Se ha descrito que cultivos celulares de fibroblastos gingivales puede ser 
utilizados como modelo inflamatorio para ensayos de procesos 
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inflamatorios del ligamento periodontal (46,47). Existen reseñas a lo largo 
de la bibliografía sobre la producción de diferentes mediadores de la 
inflamación por los fibroblastos gingivales, como la interleucina 6 (IL-6) y la 
interleucina 8 (IL-8) que actúan como intermediarias de la respuesta 
inflamatoria (48,49). El papel fundamental de la IL-6 es la activación de los 
linfocitos T y B, además también producen la activación de la fase aguda 
de la respuesta inflamatoria (50). La IL-8 es una interleucina que actúa como 
factor quimiotáctico de neutrófilos, regula la formación de lípidos bioactivos 
y proteínas de adhesión y amplifica la respuesta. La IL-8 induce la adhesión 
de los leucocitos polimorfonucleares neutrófilos (LPMNN) a las células 
endoteliales y su posterior migración (51). También se ha descrito el 
importante papel que desempeña la ciclooxigenasa 2 (COX-2), cuya 
función es la formación de prostaglandinas y otras moléculas de esa familia, 
que intervienen en la respuesta inflamatoria (52,53). 
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3. Objetivos. 
 
3.1.  Objetivo general. 
 
• Puesta a punto de un modelo de inflamación basado en el cultivo 
celular de una línea de fibroblastos humanos inmortalizados (IHGF-
hTERT) que pueda ser útil para el estudio de la enfermedad 
periodontal.  
 
3.2.  Objetivos secundarios. 
 
• Estudio del cambio de medio de cultivo y de concentraciones de SBF 
afecta a la morfología o al crecimiento de la línea IHGF-hTERT. 
 
• Estudio de la modificación de la expresión génica de los mediadores 
de inflamación IL-6, IL-8 y COX-2 en la línea IHGF-hTERT. 
 
• Estudio de la viabilidad celular frente a LPS de P. gingivalis. 
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4. Metodología: materiales y métodos. 
4.1.  Línea celular. 
Se utilizó la línea celular de fibroblastos gingivales humanos inmortalizados 
con el gen de la transcriptasa inversa de la telomerasa (IHGF-hTERT) 
(Applied Biological Material INC, Canadá). Esta línea ha sido inmortalizada 
mediante mecanismos de transducción y recombinación con un lentivirus 
que contiene el gen de la transcriptasa inversa de la telomerasa (hTERT). 
El gen hTERT es el encargado de producir un enzima denominada 
transcriptasa inversa de la telomerasa. Esta telomerasa se encarga de 
contrarrestar el acortamiento progresivo de la secuencia de ácido 
desoxiribonucleico (ADN) de los telómeros cromosómicos presentes en las 
células somáticas, que se produce de manera natural en cada ciclo 
replicativo (54). Esta línea celular ha sido utilizada para modelos gingivales 
in vitro de forma eficiente (55). 
Los crioviales de la línea celular IHGF-hTERT se descongelaron a 37 
grados centígrado (ºC) en un baño de agua. Tras ello se transfirió el 
contenido del vial a un tubo con medio de cultivo PriGrow III (Gentaur, 
Spain) al 10% de SBF (Gibco, España) y al 1% P/E (Gibco) (PriGrow-10) y 
se centrifugó a 200 xg (constante gravitatoria) durante 3 minutos (min). El 
pellet obtenido se resuspendió en el medio PriGrow-10 y se cultivó en 
placas de cultivo adherentes de 100 mm2 (Costar Corning Incorporated, 
EEUU). Se incubaron a 37 ºC en atmósfera húmeda al 5% de dióxido de 
carbono (CO2). Realizando el cambio de medio de cultivo por medio fresco 
cada 72 horas. 
4.2.  Ensayo de medios de cultivo. 
 
La línea IHGF-hTERT fue sembrada en 2 placas de cultivo adherente 100 
mm2 con dos medios diferentes. En una el medio utilizado fue PriGrow III, 
el medio que la casa comercial recomienda para esta línea celular. En la 
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otra el medio utilizado fue el medio genérico y más económico, Dulbecco’s 
Modified Eagle’s Medium (DMEM) al 10% SFB, y al 1% en P/E. La cantidad 
sembrada fue de 5 x105 células/ml. Tras 72 horas fue subcultivó la cantidad 
de 2 x 105 células/ml en una placa de cultivo adherente de 6 pocillos (Costar 
Corning Incorporated) de cultivo adherente, realizando una réplica de cada 
uno de los medios utilizados: PriGrow-10, DMEM al 10% SBF y 1% P/E 
(DMEN-10), DMEM al 10% SBF 1% P/E y 1% de suplementos como β-
mercaptoetanol (BME) (Gibco) y aminoácidos no esenciales (ANS) (Gibco) 
(DMEM-10supl.) (FIGURA 8A). 
 
Tras 48 horas, en una de las réplicas se cambió la concentración de SBF 
al 0,5% en el medio del cultivo (PriGrow-0,5; DMEM-0,5; DMEM-0,5supl.) En 
la otra replica se mantuvo el medio de cultivo al 10% en SBF (FIGURA 8B). 
Tras 72 horas se observaron con un microscopio invertido IX51 (Olympus 
España S.A., España). Se realizó el recuento celular en cámara Neubauer. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 8.  A) Esquema de los medios utilizados al inicio del ensayo.                                
 B) Esquema de los medios utilizados tras horas al sustituir el SBF 
al 0,5% en una de las réplicas. Fuente propia. 
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4.3.  Ensayo de inflamación para la enfermedad periodontal. 
4.3.1. Inducción del proceso inflamatorio.  
 
Para proceder a la inducción de la inflamación, se incubó la línea celular 
IHGF-hTERT a 37 ºC en atmósfera húmeda al 5% de CO2 durante 72 horas 
en el medio DMEM-0,5. Este paso es necesario realizarlo antes de inducir 
la inflamación, ya que los componentes del SBF pueden producir la 
inhibición del proceso inflamatorio.  
Tras ello, se procedió a la sustitución del medio de cultivo por DMEN-0,5 
con concentraciones crecientes de LPS de P. gingivalis (Invivogen, EEUU) 
que varían desde 0,1 hasta 2 µg/ml [0,1; 0,5; 1; 1,5; 2 µg/ml], además se 
realizó un control negativo al que se añadió DMEM-0,5 sin LPS de P. 
gingivalis (0 µg/ml). De cada una de las concentraciones se realizó una 
réplica. Se incubaron durante 24 horas a 37 ºC en atmósfera húmeda al 5% 
de CO2. Luego se procedió a la extracción del ácido ribonucleico (ARN). 
 
4.3.2. Estudio de la expresión del ARN.  
4.3.2.1. Extracción de ARN. 
 
La obtención del ARN de los fibroblastos de línea celular IHGF-hTERT se 
realizó mediante una extracción fenólica utilizando TRIzol (Ambion Life 
Technologies, España) y cloroformo (Sigma-Aldrich Química S.L., Madrid, 
España). Tras inducir la inflamación como se indicó en el apartado anterior, 
se retiró el medio de cultivo y se realizaron dos lavados con suero salino. A 
continuación, se añadió 1 ml de TRIzol a cada uno de los pocillos de la 
placa de cultivo y se incubó durante 5 min a temperatura ambiente. 
Trascurrido este tiempo, se recogió a un tubo eppendorf (Eppendorf, 
España) donde se añadió 300 µl de cloroformo. A continuación, se mezcló 
por inversión y se centrifugó a 12.000 xg a 4 ºC durante 15 min. Tras ello 
se obtuvieron 2 fases, donde la fase de interés fue la fase superior o acuosa 
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que es donde se encuentra el ARN, por lo que se recogió evitando la 
contaminación con las fases inferiores. Se agregó isopropanol (Sigma-
Aldrich Química S.L.) en proporción 1:1 como agente precipitante del ARN. 
Se adicionó 0,5 µL de glucógeno (Thermo Scientific, España), cuya 
finalidad es unirse al ARN aumentando su peso relativo. Tras ello se 
centrifugó a 12.000 xg a 4ºC durante 10 min. Se decantó el sobrenadante 
y se dejó evaporar, durante 20 min aproximadamente, los posibles restos 
de isopropanol. Posteriormente, se añadió 1 ml de etanol 70º (Sigma-
Aldrich Química S.L.) a -20ºC, para lavar las posibles impurezas. A 
continuación, se centrifugó a 12500 xg a 4ºC durante 5 min. Se decantó el 
sobrenadante y se dejó evaporar los posibles restos de etanol durante 20 
min aproximadamente. Tras ello se añadió 20 µL de agua estéril (Sigma-
Aldrich Química S.L.) a 65ºC.  
 
 
4.3.2.2. Cuantificación del ARN. 
 
Las muestras obtenidas tras la extracción de ARN se cuantificaron 
empleando un espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 (ND-1000 UV-Vis 
Spectrophotometer, NanoDrop Technologies, EEUU). Se hicieron 
mediciones de la absorbancia (ABS) a 280 nm, 260 nm y 230 nm. Los 
resultados de las concentraciones se analizaron junto con las ratios ABS 
260/280 y ABS 260/230 obtenidos. Se obtuvieron resultados para valorar 
la concentración relativa de ARN (A260) en µg por ml, la posible 
contaminación de las muestras de ARN con proteínas (razón ABS 
260/A280) y la contaminación con sales y/o alcoholes (razón ABS 
260/A230).  
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4.3.2.3. Reacción en cadena de la polimerasa      
retrotranscriptasa (RT- PCR). 
 
Una vez obtenido el ARN total, se realizó la retrotranscripción del ARN a 
ADN complementario (ADNc). Se trataron 2 µg de ARN con el Super script® 
Vilo TM cDNA Synthesis kit (Invitrogen) en un termociclador AB Science 
(Applied Biosystems, EEUU) para la síntesis de ADNc. Se añadieron 4 µl 
de VILO™ Reaction Mix (5x Vilo Reaction: Random Primers, MgCl2+, 
dNTPs, buffer) y 2 µl de Superscript™ Enzyme Mix. Tras ello se completó 
con agua estéril libre de ARN hasta alcanzar un volumen final de 20 µl. El 
programa para retrotranscribir las muestras consta de los pasos expuestos 
en la tabla I.  
Fase Tiempo Temperatura 
Incubación 10 min 25 ºC 
Síntesis 120 min 42 ºC 
Terminación 5 min 85 ºC 
Enfriamiento ∞ 4 ºC 
 
Las muestras de ADNc obtenidas tras la retrotranscripción fueron 
almacenadas a -20°C hasta el momento de realización de los análisis de 
expresión génica mediante reacción en cadena de la polimerasa 
cuantitativa en tiempo real (quantitative real time polymerase reaction, q-
PCR). 
  
Tabla I. Protocolo de amplificación utilizado en la RT-PCR. 
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4.3.2.4. Reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real 
(q-PCR). 
 
 Para la cuantificación del ADNc se realizó una q-PCR utilizando 
LightCycler 480 SBRGreen I Master kit Real Time (Roche, España), 
mediante la utilización del termociclador LightCycler480 (Roche), utilizando 
los cebadores descritos en la tabla II.  
 
La q-PCR se realizó siguiendo un protocolo (TABLA III) que consta de 1 ciclo 
de 10 segundos a 95ºC, para la activación de la Taq ADN polimerasa y la 
desnaturalización de la doble cadena de ADN; 35 ciclos de amplificación 
divididos cada uno en tres fases: 10 segundos 95ºC para la 
desnaturalización, 9 segundos a 60ºC para la hibridación y 10 segundos a 
72ºC para la extensión; y por último, finalmente el ciclo de desnaturalización 
para alcanzar a temperatura de fusión (melting): de 95ºC a 65ºC; y un último 
ciclo de enfriamiento de 20 segundos a 4ºC.  
 
 
 
Gen Cebador sentido Cebador antisentido 
GAPDH 5’-GGAGTCAACGGATTTGGTCGTA-3’ 5’-GGCAACAATATCCACTTTACCAGAGT-3’ 
YWHAZ 5’-GATCCCCAATGCTTCACAAG-3’ 5’-TGCTTGTTGTGACTGATCGAC-3’ 
RRN18S 5’-GGAGAGGGAGCCTGAGAAAC-3’ 5’-TCGGGAGTGGGTAATTTGC-3’ 
IL-6 5’-AGTCCTGATCCAGTTCCTGC-3’ 5’-CATTTGTGGTTGGGTCAGGG-3’ 
IL-8 5’-CTCCAAACCTTTCCACCCCA-3’ 5’-TTCTCCACAACCCTCTGCAC-3’ 
COX-2 5’-AGGAGGTCTTTGGTCTGGTG-3’ 5’-ACTGCTCATCACCCCATTCA-3’ 
Tabla II. Secuencias y características de los cebadores empleados en la PCR en 
tiempo real (q-PCR) para la amplificación de los ADNC específicos de la inflamación. 
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4.3.2.5. Estabilidad de expresión de genes de referencia. 
 
En primer lugar, se realizó un análisis de estabilidad de expresión de 5 
genes de referencia o housekeeping, en la línea celular IHGF-hTERT. Los 
genes valorados fueron: gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 
(Glyceraldehyde-3-phosphate deshydrogenase, GAPDH), tirosina 3-
monooxigenasa / triptófano 5-monooxigenasa proteína de activación zeta 
(Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation 
protein zeta, YWHAZ), proteína ribosomal 18s (Ribosomal protein 18S, 
RRN18s), peptidilprolil isomerasa A (Peptidylprolyl Isomerase A, PPIA), y 
proteína ribosomal L16 (Ribosomal protein L16, RPLP). Para determinar los 
genes con expresiones más estables en la línea celular IHGF-hTERT se 
utilizó el algoritmo geNORM (48). 
 
  
Etapa Fase Tiempo  Temperatura 
Preincubación (1 ciclo)  
 
95 ºC 10 segundo (s) 
Amplificación 
(35 ciclos) 
Desnaturalización 95 ºC 10 s 
Hibridación 60 ºC 9 s 
Elongación 72 ºC 10 s 
Curva de disociación 
(melting) 
(1 ciclo) 
Desnaturalización 95 ºC 5 s 
Hibridación 65 ºC 1 min 
Disociación 97 ºC ∞ 
Enfriamiento (1 ciclo)  
 
40 ºC 20 s 
TABLA III. Protocolo de amplificación utilizado en la q-PCR. 
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4.3.2.6. Análisis de expresión génica de la inflamación. 
 
Para valorar los mediadores de la inflamación de las células IHGF-hTERT, 
se analizó el grado de expresión de tres genes específicos de la 
inflamación: IL-6, IL-8 y COX-2. Los niveles de expresión de dichos genes 
se normalizaron con respecto al gen de referencia previamente 
seleccionados utilizando el programa estadístico qBase+ (Biogazelle N.V., 
Gent, Bélgica), normalizando las condiciones respecto el control con el 
valor de 1. 
 
4.4. Ensayo de citotoxicidad. 
 
Se realizó un ensayo colorimétrico que se basa en la reducción metabólica 
de una sal de tetrazolio de color amarillo conocida como bromuro de 3-(4,5- 
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), que es degradada por la 
enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa formando así un 
compuesto coloreado de color púrpura (formazán). La formación de este 
compuesto permite determinar la funcionalidad mitocondrial de las células 
tratadas, es decir, la formación de cristales insolubles de color púrpura será 
proporcional a la cantidad de células activas. Su finalidad es la 
cuantificación de la proliferación y viabilidad celular, puesto que si la célula 
no se encuentra activa metabólicamente no se produce esta degradación. 
Para ello, se cultivó una cantidad de 105 célula por pocillo en una placa de 
96 pocillos de cultivo adherentes (Costar Corning Incorporated, EEUU). En 
el ensayo se analizaron varias réplicas de la muestra problema. Se cultivó 
la linea celular con DMEM-0,5 48 horas a 37 ºC en atmósfera húmeda al 
5% de CO2, antes realizar el ensayo.  Se realizó un control negativo sin 
LPS (0 µg/ml) de las réplicas de muestras analizadas. También, para poder 
cuantificar los datos obtenidos, se realizó una recta patrón mediante 
concentraciones ascendentes de laurilsulfato sódico (SLS) (Invitrogen, 
EEUU), debido a su citotoxicidad (56). Se utilizaron concentraciones 
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crecientes que variaron desde 0,078 hasta 5 µg/ml [0,078; 0,156; 0,313; 
0,625; 1,25; 2,5; 5 µg/ml], realizándose 3 réplicas de cada concentración. 
Se estimularon las muestras correspondientes con LPS o SLS 
respectivamente durante 24 horas.  Tras este tiempo se añadió 10 μl de la 
solución de sal de tetrazolio MTT y se incubó durante 4 horas a 37 ºC en 
atmósfera húmeda al 5% de CO2.  A continuación, se añadieron 100 μl de 
la solución solubilizadora, que es la encargada de la rotura celular. Se dejó 
actuar la solución solubilizadora durante toda la noche. Posteriormente, se 
recogieron los sobrenadantes y se leyó la absorbancia obtenida en cada 
pocillo a 570 nm mediante la utilización de un lector de Nano Quant Plate™ 
(Tecan, Suiza). 
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5. Resultados.  
5.1. Estudio del desarrollo celular en diferentes medios de cultivo. 
5.1.1.   Análisis morfológico y estudio de la confluencia en un 
cultivo celular de la línea IHGF-hTERT. 
 
Los cultivos de la línea celular IHGF-hTERT en los diferentes medios de 
cultivos se observaron al microscopio óptico tras 72 horas. No se 
observaron diferencias respecto a la morfología de los fibroblastos de la 
línea celular entre los diferentes medios de cultivo (PriGrow-10 y DMEM-
10) (FIGURA 9). Tras resembrar los cultivos utilizando los medios descritos 
anteriormente (FIGURA 8), se sustituyó a las 48 horas el SBF del 10% al 0,5% 
en cada una de las réplicas de los medios de cultivo. Se analizaron los 
resultados tras 72 horas donde se observaron diferencias en la confluencia 
celular entre los cultivos que presentaban SBF al 10% frente a los que 
tenían una concentración de SBF al 0,5%, ya que en estos la confluencia 
se veía reducida (FIGURA 10). Aunque existen diferencias en la confluencia 
celular en los medios que presentan una concentración de SBF al 0,5%, no 
existen diferencias morfológicas en las células de la línea que aún están 
activas. Se puede observar un aumento en proporción de células que se 
encuentran diferenciándose (morfología estrellada). 
FIGURA 9. Imágenes obtenidas al MO de la línea celular IHGF-hTERT tras 48 
horas en cultivo. A) Medios de cultivo PriGrow-10. B) Medios de cultivo DMEM-10. 
Fuente propia. 
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FIGURA 10. Imágenes obtenidas al MO de la línea celular IHGF-hTERT tras 72 
horas en cultivo. Medios de cultivo: A) PriGrow-10 B) DMEM-10 C) DMEM-10supl. D) 
PriGrow-0,5. E) DMEM-0,5. F) DMEM-0,5supl.. Fuente propia. 
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5.1.2. Recuento celular de un cultivo celular de la   
 línea IHGF-hTERT. 
 
 
Se observó, en los cultivos que utilizaron medio con SBF al 10 % (PriGrow-
10, DMEM-10 y DMEM-10supl.) que no existían diferencias en el recuento 
celular entre los 3 medios de cultivo. El medio PriGrow-10, presentó un 
recuento de 76 x 104 ± 0,42 células/ml. Los cultivos de la línea IHGF-hTERT 
realizados con DMEM10 y DMEM10supl. (BME y ANS) presentaron un 
recuento de 73 x 104 ± 0,25 células/ml y 68 x 104 ± 0,14 células/ml, 
respectivamente. 
Los resultados no vieron diferencias entre el medio DMEM-10 y el medio 
DMEM-10supl., ya que presentaron recuentos similares y muy próximos 
entre ambos medios de cultivo. En cambio, los medios en los que se 
sustituyó el SBF del 10% al 0,5%, se observó un descenso en el recuento 
celular respecto a los medios que utilizaron SBF al 10%. El recuento en el 
cultivo de PriGrow-0,5 fue de 55 x 104 ± 0,28 células/ml, y en el medio 
DMEM-0,5 fue de 54 x 104 ± 0,14 células/ml y en el medio DMEM-0,5supl. 
fue 52 x 104 ± 0,47 células/ml (FIGURA 11). Por lo que podemos afirmar que 
no existen diferencias el recuento celular entre los diferentes tipos medios, 
FIGURA 11. Gráfico mostrando los resultados del recuento celular de la 
línea IHGF-hTERT tras 72 horas después de reducir la 
concentración de SBF del 10 % al 0,5%. 
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pero sí que existen diferencias entre los medios que presentan una 
concentración más elevada de SBF (SBF al 10%) frente a los que 
presentan menor concentración (SBF al 0,5%) (FIGURA 12). 
 
 
5.2. Análisis de expresión génica de los marcadores de la 
inflamación. 
5.2.1. Estabilidad de expresión de genes de referencia. 
El análisis de estabilidad la expresión génica mediante el algoritmo 
geNORM resultó en la selección de un gen de referencia: YWHAZ. Se 
observó que los genes GAPDH y RRN18s, también presentaron valores 
adecuados para ser utilizados como genes de referencia (FIGURA 13). 
FIGURA 13. Estabilidad en la expresión de los genes de referencia 
testados en la línea celular IHGF-hTERT. 
 
FIGURA 12. Gráfico mostrando el porcentaje de crecimiento de la 
línea celular IHGF-hTERT en los diferentes medios 
de cultivo ensayados tras el cambio en el % de SBF. 
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5.2.2. Expresión génica relativa de genes relacionados con la 
inflamación. 
 
Los niveles de expresión génica se normalizaron con el gen YWHAZ que 
fue el gen de referencia seleccionado y se escalaron con respecto a la 
condición basal o control (0 µg/ml de LPS). Los genes relacionados con la 
inflamación estudiados fueron IL-6, IL-8 y COX-2. Los resultados obtenidos 
se expresaron en porcentaje de expresión en función de la muestra control 
(FIGURA 14).  
FIGURA 14.   A) Porcentaje de expresión de IL-6 en 
cada concentración de LPS. 
B) Porcentaje de expresión de IL-8 en 
cada concentración de LPS.  
                     C) Porcentaje de expresión de COX2 
en cada concentración de LPS. 
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La producción de IL-6 se vio incrementada en todas las concentraciones 
respecto a la muestra que no presentaba LPS (0 µg/ml). La concentración 
de 1 µg/ml de LPS fue la que produjo un mayor aumento de la producción 
de IL-6 (FIGURA 14A), siendo su producción superior al doble respecto a las 
condiciones basales de la muestra de control (0 µg/ml). En cambio, la 
síntesis de IL-8 se vio ligeramente disminuida en las muestras 0,5 µg/ml y 
2 µg/ml, mientras que en las muestras 0,1 µg/ml; 1 µg/ml y 1,5 µg/ml la 
producción se vio aumentada (FIGURA 14B). La muestra estimulada con 1 
µg/ml de LPS fue en la que más se incrementó la producción de IL-8, 
aproximándose al doble, respecto a las condiciones normales. La 
producción de COX-2 se vio reducida en todas las muestras estudiadas, 
donde la muestra 1 µg/ml fue la que más redujo la expresión, reduciéndose 
casi en un tercio la producción de COX-2 a dicha concentración. (FIGURA 
14C). 
 
 
 
5.3.     Ensayo de proliferación y viabilidad celular. 
 
 
Se realizó un análisis estadístico entre las muestras y su control, utilizando 
el test no paramétrico X2. Los resultados se expresan como la media ± 
desviación estándar (DE). Se obtuvo un valor de absorbancia media para 
el control negativo de 0,47 ± 0,042 y las réplicas muestras estimuladas con 
1 µg/ml obtuvieron un valor medio de absorbancia de 0,47 ± 0,046. Las 
muestras de la recta patrón que no fueron estimuladas con SLS (0 µg/ml), 
presentaron un valor de absorbancia media de 0,46 ± 0,033, actuando 
como control negativo de la recta patrón. Los valores obtenidos en la línea 
IHGF-hTERT no mostraron diferencias entre ambos controles negativos de 
las muestras que no presenta LPS ni SLS, y las muestras estimuladas con 
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1 µg/ml de LPS de P. gingivalis. Los resultados de la absorbancia obtenidos 
de las muestras estimuladas con 1 µg/ml de LPS, se compararon con la 
recta patrón realizada con concentraciones crecientes de SLS (FIGURA 15). 
Las réplicas de las muestras realizadas con una concentración de 1 µg/ml 
de LPS presentaron una viabilidad del 100%.  
 
 
  
FIGURA 15. Recta patrón del ensayo de proliferación con SLS. 
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6. Discusión. 
La enfermedad periodontal se trata de una inflamación de los tejidos de 
sostén de los dientes, que promueve la destrucción del ligamento 
periodontal y que puede acabar ocasionando la pérdida de dientes (2,15). 
Esta inflamación se produce en respuesta a una biopelícula bacteriana 
donde P. gingivalis es la especie que más prevalencia presenta. También 
se asocia a los casos más graves de periodontitis crónica (21,27).  
Se ha descrito que los telómeros cromosómicos de cultivos primarios 
presentan un acortamiento progresivo producido de manera natural tras 
múltiples generaciones. Esto limita la realización de ensayos a unos pases 
celulares determinados (57,58). Los ensayos del modelo de inflamación 
periodontal se realizaron en una línea celular inmortalizada IHGF-hTERT, 
que evita este acortamiento mediante el gen hTERT. Estudios previos 
mostraron que líneas celulares similares a esta pueden ser utilizadas como 
modelo para ensayos periodontales in vitro (54,59).  
El estudio del crecimiento celular en diferentes medios de cultivo se realizó 
debido al interés de sustituir el medio PriGrow III, que es el recomendado 
por la casa comercial, por el medio genérico DMEM. Éste es un medio más 
económico que ha demostrado que proporciona condiciones adecuadas 
para el desarrollo celular frente múltiples tipos celulares (54,60,61). Se 
pretendía comprobar si el medio DMEM aportaba las mismas condiciones 
para el desarrollo celular de la línea IHGF-hTERT, como sí que se ha 
descrito su uso para líneas de cultivos primarios (37,62).  
Se observaron de manera cualitativa los cultivos de la línea IHGF-hTERT 
en ambos medios al microscopio óptico. No se observaron cambios entre 
el medio de cultivo PriGrow-10 y el medio DMEM-10. Los resultados 
obtenidos mostraron que el cambio de medio no supuso cambios en la 
morfología ni en la confluencia celular de la línea IHGF-hTERT. Existen 
múltiples referencias bibliográficas donde se realizan ensayos in vitro de 
inflamación para la enfermedad periodontal utilizando cultivos celulares de 
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fibroblastos gingivales y el medio de cultivo seleccionado había sido 
DMEM-10 (63 ,64,65).  Se puede afirmar que la sustitución del medio cultivo 
que la casa comercial recomienda para la línea celular IHGF-hTERT, no 
afecta ni a la morfología ni a la confluencia celular de dicha línea. 
Se ha descrito que la adición de suplementos al medio de cultivo 
incrementa la proliferación celular de fibroblastos gingivales (66). Los 
resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas entre el medio 
DMEM-10 y DMEM-10supl., presentando un recuento de 73 x 104 ± 0,25 
células/ml y 68 x 104 ± 0,14 células/ml, respectivamente. Los resultados 
obtenidos dan a entender que los suplementos estudiados no estimulan el 
crecimiento celular de la línea IHGF-hTERT.  
Se ha descrito que el efecto del SBF en cultivos de líneas primarias de 
fibroblastos gingivales es mayor cuanto mayor sea su concentración. 
Algunos autores afirman que en los cultivos de fibroblastos gingivales al 
10% en SBF, en 24 horas se puede alcanzar una confluencia del 80%. Sin 
embargo, se tarda 72 horas en alcanzar la misma confluencia celular al 
0,5% en SBF y al 0% en SBF tarda en alcanza dicha confluencia una 
semana (67). Estos datos se pueden correlacionar con los obtenidos en las 
pruebas recuento celular. El porcentaje de crecimiento se estudió en 
función del desarrollo celular en el medio PriGrow-10, ya que es el 
recomendado, como se ha explicado antes. Se observó que el cultivo de la 
línea IHGF-hTERT en el medio DMEM-10 presentó un crecimiento 
aproximado del 95%, en el medio DMEM-0,5 mostró un crecimiento 
aproximado del 50%, frente PriGrow-10 que representó el 100% (FIGURA 12).   
La sustitución del SBF del 10% al 0,5% reside en la necesidad de eliminar 
su presencia al mínimo ya que, en los ensayos posteriores los 
componentes de SBF (proteínas, lípidos, glucosa) pueden interferir en los 
resultados (68,58). La finalidad de dicho ensayo fue comprobar la viabilidad 
del desarrollo celular frente a bajas concentraciones de SBF. Por ello, se 
investigó si el cultivo de la línea celular IHGF-hTERT en ausencia de SBF 
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producía cambios en su morfología celular y confluencia. Los resultados 
obtenidos no representaron diferencias en la morfología tras sustituir el SBF 
al 0,5%. A esa concentración de SBF se observaron diferencias en la 
confluencia celular y en el recuento celular, ambos se vieron reducidas. 
Esto puede ser indicativo de un descenso en el ritmo de multiplicación 
celular, respecto al medio que contiene SBF al 10% (FIGURA 10 Y 11). A las 72 
horas tras el inicio del cultivo con el medio DMEM-0,5% las células son 
viables y no presentan cambios morfológicos, aunque aumentan el número 
de células diferenciadas con una morfología estrellada (FIGURA 11), igual que 
se ha descrito en artículos el aumento de la presencia de células muertas 
flotando (67). 
Por lo que es de interés la sustitución del SBF al 10% por SBF al 0,5% en 
el medio de cultivo 72 horas antes del inicio de los ensayos de expresión 
génica. Para que cuando se recojan los sobrenadantes tras 24 horas 
reducir al mínimo la posible contaminación por los componentes de SBF. 
Como han descrito la realización de pruebas de expresión y ensayos 
inmunoenzimaticos (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ELISA) (69).  
Resultados previos afirman que la respuesta inmunitaria producida por los 
LPS de P. gingivalis, es mayor a la producida por LPS de otras especies 
bacterianas. Este es uno de los factores que influyen en que esta especie 
bacteriana sea el agente que con mayor frecuencia cause la periodontitis 
crónica, asociándose en muchas ocasiones con los casos de mayor 
gravedad (21,27). Se ha descrito que el carácter antigénico de los LPS de 
P. gingivalis reside en la particular composición, que permite su unión a los 
receptores celulares (25,70,71). 
Se estudió la viabilidad celular de la línea IHGF-hTERT frente a LPS 
procedentes de P. gingivalis, para comprobar si causaban daño celular que 
afectara a la integridad de los fibroblastos. Para ello se realizó una recta 
patrón con SLS, siendo éste un componente que afecta la viabilidad celular 
de cultivos primarios de fibroblasto gingivales (56). Tras ello se compararon 
réplicas de muestras estimuladas con 1 µg/ml de LPS, debido a que en el 
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ensayo previo fue la concentración en la que se produjo mayor expresión 
de los mediadores de la inflamación estudiados en este trabajo. Se realizó 
un control negativo de cada muestra en el que no se añadió LPS (0 µg/ml). 
Se observó la misma viabilidad del 100% a las 24 horas tras suministrar 1 
µg/ml de LPS en las muestras positivas. Los resultados obtenidos se 
correlacionan con estudios previos. Los resultados mostraron que a esa 
misma concentración de LPS de P. gingivalis no produce cambios que 
afecten a la viabilidad celular de líneas primarias de fibroblastos gingivales 
(63,65).  
En el presente trabajo se estudió la expresión de genes implicados en la 
inflamación como son IL-6, IL-8 y COX-2, que son producidos por 
fibroblastos procedentes del ligamento (48,51,53,72). Se analizó la 
estabilidad de los genes de referencia en búsqueda del gen más estable 
para la línea celular IHGF-hERT. Se analizaron 5 genes de referencia, entre 
los cuales, el que presentó mayor estabilidad, en las condiciones en las que 
se realizó el ensayo, fue el gen YWHAZ. También se observó que los genes 
GAPDH y RRN18s presentaron valores adecuados, tal y como se ha 
descrito su utilización como buenos genes de referencia para cultivos 
primarios de fibroblastos (73,74). 
Los resultados de expresión génica, tras someter las células de la línea 
IHGF-hTERT durante 24 horas a concentraciones crecientes de LPS, 
mostraron un incremento de la producción de IL-6, IL-8 y una reducción en 
la producción de COX-2. La concentración 1 µg/ml de LPS fue la que mayor 
influencia produjo en la modificación de las condiciones basales (0 µg/ml), 
en proporción de la concentración de LPS. Es decir, de todas las 
concentraciones de LPS estudiadas, la concentración 1 µg/ml de LPS de 
P. gingivalis fue la que en mayor proporción modificó la producción de IL-
6, IL-8 y COX-2, respecto al condiciones basales (0 µg/ml). Existen artículos 
que apoyan los resultados obtenidos en líneas primarias de fibroblastos 
gingivales, donde la producción de mediadores de la inflamación se veía 
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más influida a una concentración de 1 µg/ml que a concentraciones más 
elevadas (48,75). 
Algunos autores realizan pruebas para confirmar los resultados mediante 
un ensayo inmunoenzimático ELISA para determinar la veracidad los datos 
obtenidos mediante expresión génica (69,76). Si se continúa este estudio 
realizando más ensayos y confirmando los resultados mediante ELISA, se 
podría determinar la viabilidad de esta línea celular IHGF-hTERT para ser 
utilizada como modelo in vitro para la enfermedad periodontal. De ser así, 
podría ser utilizada para el estudio de la actividad compuestos 
antiinflamatorios como ya se han realizado en líneas primarias de 
fibroblastos gingivales (63,65). 
 
 
 
 
7. Conclusiones. 
 
 
• La presencia de LPS de P. gingivalis induce en la línea celular 
IHGF-hTERT un proceso inflamatorio mediante la 
modificación de la producción de mediadores de la 
inflamación como IL-6, IL-8 y COX-2. 
 
• La línea celular IHGF-hTERT no ve afectada su viabilidad 
celular, ante la presencia de LPS de P. gingivalis. 
 
• La línea celular IHGF-hTERT presenta un descenso del ritmo 
de desarrollo celular a bajas concentraciones de SBF, sin que 
se vea afectada su morfología. 
  
 
40 Modelo de inflamación para la enfermedad periodontal. 
8. Bibliografía. 
 
1.  Baek K, Ji S, Choi Y. Complex Intratissue Microbiota Forms Biofilms in 
Periodontal Lesions. J Dent Res. 2018;97(2):192-200.  
2.  Feng Z, Weinberg A. Role of bacteria in health and disease of 
periodontal tissues. Periodontol 2000. 2006;40(1):50-76.  
3.  Falotico Páez G, Farias R F. El surco gingival y aspectos clínicos y 
anatomofisiomicrobiológicos. Odous Científica. 2006;7(2).  
4.  Zijnge V, Ammann T, Thurnheer T, Gmür R. Subgingival Biofilm 
Structure. En: Kinane DF, Mombelli A, editores. Frontiers of Oral 
Biology.; 2011; 1:1-16. 
5.  Cruz Quintana S, Díaz Sjostrom P, Arias Socarrás D, Mazón Baldeón 
G. Microbiota of oral cavity ecosystems. Rev Cuba Estomatol. 
2017;54(1):84-99.  
6.  Diaz PI. Microbial Diversity and Interactions in Subgingival Biofilm 
Communities. En: Kinane DF, Mombelli A, editores. Frontiers of Oral 
Biology 17-40.  
7.  Cawson RA, Odell EW. Cawson fundamentos de medicina y patología 
oral. Barcelona: Elsevier; 2012.  
8.  Peruzzo DC, Gimenes JH, Taiete T, Casarin RCV, Feres M, Sallum 
EA, et al. Impact of smoking on experimental gingivitis. A clinical, 
microbiological and immunological prospective study. J Periodontal 
Res. 2016;51(6):800-11.  
9.  Figuero E, Carrillo-de-Albornoz A, Martín C, Tobías A, Herrera D. 
Effect of pregnancy on gingival inflammation in systemically healthy 
women: a systematic review. J Clin Periodontol. 2013;40(5):457-73.  
10.  Lamster IB, Pagan M. Periodontal disease and the metabolic 
syndrome. Int Dent J. 2017;67(2):67-77.  
11.  López-Pérez R, Borges-Yáñez SA, Jiménez-García G, Maupomé G. 
Oral hygiene, gingivitis, and periodontitis in persons with Down 
syndrome. Spec Care Dentist. 2002;22(6):214-20.  
12.  Knight ET, Liu J, Seymour GJ, Faggion CM, Cullinan MP. Risk factors 
that may modify the innate and adaptive immune responses in 
periodontal diseases. Periodontol 2000. 2016;71(1):22-51.  
13.  Abusleme L, Dupuy AK, Dutzan N, Silva N, Burleson JA, Strausbaugh 
LD, et al. The subgingival microbiome in health and periodontitis and 
its relationship with community biomass and inflammation. ISME J. 
2013;7(5):1016-25.  
 
41 Modelo de inflamación para la enfermedad periodontal. 
14.  Hajishengallis G. Periodontitis: from microbial immune subversion to 
systemic inflammation. Nat Rev Immunol. 2015;15(1):30-44.  
15.  Cochran DL. Inflammation and Bone Loss in Periodontal Disease. J 
Periodontol. 2008;79(8):1569-76.  
16.  Kugaji MS, Kumbar VM, Peram MR, Patil S, Bhat KG, Diwan PV. Effect 
of Resveratrol on biofilm formation and virulence factor gene 
expression of Porphyromonas gingivalis in periodontal disease. 
APMIS. 2019;127(4):187-95.  
17.  Hajishengallis G, Liang S, Payne MA, Hashim A, Jotwani R, Eskan MA, 
et al. Low-Abundance Biofilm Species Orchestrates Inflammatory 
Periodontal Disease through the Commensal Microbiota and 
Complement. Cell Host Microbe. 2011;10(5):497-506.  
18.  Hyvärinen K, Laitinen S, Paju S, Hakala A, Suominen-Taipale L, 
Skurnik M, et al. Detection and quantification of five major periodontal 
pathogens by single copy gene-based real-time PCR. Innate Immun. 
2009;15(4):195-204.  
19.  Tomita S, Komiya-Ito A, Imamura K, Kita D, Ota K, Takayama S, et al. 
Prevalence of Aggregatibacter actinomycetemcomitans, 
Porphyromonas gingivalis and Tannerella forsythia in Japanese 
patients with generalized chronic and aggressive periodontitis. Microb 
Pathog. 2013;61-62:11-5.  
20.  Nguyen TT, Huynh NN-C, Seubbuk S, Nilmoje T, Wanasuntronwong 
A, Surarit R. Oxidative stress induced by Porphyromonas gingivalis 
lysate and nicotine in human periodontal ligament fibroblasts. 
Odontology. 2019;107(2):133-41.  
21.  Baek KJ, Ji S, Kim YC, Choi Y. Association of the invasion ability of 
Porphyromonas gingivalis with the severity of periodontitis. Virulence. 
2015;6(3):274-81.  
22.  Mahanonda R, Sa-Ard-Iam N, Charatkulangkun O, Promsudthi A, 
Schifferle RE, Yongvanichit K, et al. Monocyte Activation by 
Porphyromonas gingivalis LPS in Aggressive Periodontitis with the Use 
of Whole-blood Cultures. J Dent Res. 2004;83(7):540-5.  
23.  Andrukhov O, Ertlschweiger S, Moritz A, Bantleon H-P, Rausch-Fan X. 
Different effects of P. gingivalis LPS and E. coli LPS on the expression 
of interleukin-6 in human gingival fibroblasts. Acta Odontol Scand. 
2014;72(5):337-45.  
24.  Nebel D, Arvidsson J, Lillqvist J, Holm A, Nilsson B-O. Differential 
effects of LPS from Escherichia coli and Porphyromonas gingivalis on 
 
42 Modelo de inflamación para la enfermedad periodontal. 
IL-6 production in human periodontal ligament cells. Acta Odontol 
Scand. 2013;71(3-4):892-8.  
25.  Wang P-L, Ohura K. Porphyromonas gingivalis lipopolysaccharide 
signaling in singival Fibroblasts−CD14 and toll-like receptors. Crit Rev 
Oral Biol Med. 2002;13(2):132-42.  
26.  O’Brien-Simpson NM, Veith PD, Dashper SG, Reynolds EC. Antigens 
of bacteria associated with periodontitis. Periodontol 2000. 
2004;35(1):101-34.  
27.  Bagavad Gita J, Aishwarya AB, Pavithra N, Chandrasekaran SC, Ann 
V. George, Gnanamani A. A molecular technique to explore the 
relationship between Porphyromonas gingivalis and severity of chronic 
periodontitis: A clinical approach. Anaerobe. 2018;49:1-4.  
28.  Sommariva C. Guía de terminos Odotológicos: Introducción a la 
Odontología. 2.a ed. Vol. 1. Facultad Odontología. Universidad de 
Chile.; 2013. 1-79 p.  
29.  Suárez Quintanilla JA, Crespo Vázquez E, Cobo Díaz T. Anatomía del 
macizo craneofacial: para los grados de medicina y odontología. 
Madrid: Marbán; 2014.  
30.  Eynard AR, Valentich MA, Rovasio RA. Histología y embriología del 
ser humano: bases celulares y moleculares. Buenos Aires; Madrid: 
Panamericana; 2008.  
31.  Jiang N, Guo W, Chen M, Zheng Y, Zhou J, Kim SG, et al. Periodontal 
Ligament and Alveolar Bone in Health and Adaptation: Tooth 
Movement. En: Kantarci A, Will L, Yen S, editores. Frontiers of Oral 
Biology 2015. 1-8.  
32.  Norton NS, Netter FH. Netter, anatomía de cabeza y cuello para 
odontólogos. 2018.  
33.  López López M. Los instrumentos articuladores en la clínica 
odontológica. Sevilla: Secretariado de Comunicaciones, Universidad 
de Sevilla; 2010.  
34.  Menicanin D, Hynes K, Han J, Gronthos S, Bartold PM. Cementum and 
Periodontal Ligament Regeneration. En: Bertassoni LE, Coelho PG, 
editores. Engineering Mineralized and Load Bearing Tissues. Springer 
International Publishing; 2015: 207-36.  
35.  de Jong T, Bakker AD, Everts V, Smit TH. The intricate anatomy of the 
periodontal ligament and its development: Lessons for periodontal 
regeneration. J Periodontal Res. 2017;52(6):965-74.  
 
43 Modelo de inflamación para la enfermedad periodontal. 
36.  Scheres N, Laine ML, Sipos PM, Bosch-Tijhof CJ, Crielaard W, de 
Vries TJ, et al. Periodontal ligament and gingival fibroblasts from 
periodontitis patients are more active in interaction with 
Porphyromonas gingivalis: Fibroblasts in interaction with P. gingivalis. 
J Periodontal Res. 2011;46(4):407-16.  
37.  Ara T, Kurata K, Hirai K, Uchihashi T, Uematsu T, Imamura Y, et al. 
Human gingival fibroblasts are critical in sustaining inflammation in 
periodontal disease. J Periodontal Res. 2009;44(1):21-7.  
38.  Phipps RP, Borrello MA, Blieden TM. Fibroblast heterogeneity in the 
periodontium and other tissues. J Periodontal Res. 1997;32(1):159-65.  
39.  Fleissig O, Reichenberg E, Tal M, Redlich M, Barkana I, Palmon A. 
Morphologic and gene expression analysis of periodontal ligament 
fibroblasts subjected to pressure. Am J Orthod Dentofacial Orthop. 
2018;154(5):664-76.  
40.  Maeda H, Fujii S, Tomokiyo A, Wada N, Akamine A. Periodontal Tissue 
Engineering: Defining the Triad. Int J Oral Maxillofac Implants. 
2013;28(6): 461-71.  
41.  Smith P, Martínez C, Martínez J, McCulloch C. Role of fibroblast 
populations in periodontal wound healing and tissue remodeling. Front 
Physiol. 2019;10:270-309.  
42.  Golijanin R, Kujundzic B, Milosavljevic Z, Milovanovic D, Andjelkovic Z, 
Obrenovic M, et al. Morphometric analysis of collagen and 
inflammatory cells in periodontal disease. Vojnosanit Pregl. 
2015;72(3):219-24.  
43.  Wang Q, Sun L, Gong Z, Du Y. Veratric Acid Inhibits LPS-Induced IL-
6 and IL-8 Production in Human Gingival Fibroblasts. Inflammation. 
2016;39(1):237-42.  
44.  Bozkurt SB, Hakki SS, Hakki EE, Durak Y, Kantarci A. Porphyromonas 
gingivalis Lipopolysaccharide Induces a Pro-inflammatory Human 
Gingival Fibroblast Phenotype. Inflammation. 2017;40(1):144-53.  
45.  Garlet GP. Destructive and Protective Roles of Cytokines in 
Periodontitis: A Re-appraisal from Host Defense and Tissue 
Destruction Viewpoints. J Dent Res. 2010;89(12):1349-63.  
46.  Graves D. Cytokines That Promote Periodontal Tissue Destruction. J 
Periodontol. 2008;79(8s):1585-91.  
47.  Kang W, Hu Z, Ge S. Healthy and Inflamed Gingival Fibroblasts Differ 
in Their Inflammatory Response to Porphyromonas gingivalis 
Lipopolysaccharide. Inflammation. 2016;39(5):1842-52.  
 
44 Modelo de inflamación para la enfermedad periodontal. 
48.  Herath TDK, Wang Y, Seneviratne CJ, Lu Q, Darveau RP, Wang C-Y, 
et al. Porphyromonas gingivalis lipopolysaccharide lipid A 
heterogeneity differentially modulates the expression of IL-6 and IL-8 
in human gingival fibroblasts: P. gingivalis LPS modulates IL-6 and IL-
8. J Clin Periodontol. 2011;38(8):694-701.  
49.  Mahanonda R, Sa-Ard-Iam N, Montreekachon P, Pimkhaokham A, 
Yongvanichit K, Fukuda MM, et al. IL-8 and IDO Expression by Human 
Gingival Fibroblasts via TLRs. J Immunol. 2007;178(2):1151-7.  
50.  Naruishi K, Nagata T. Biological effects of interleukin-6 on Gingival 
Fibroblasts: Cytokine regulation in periodontitis. J Cell Physiol. 
2018;233(9):6393-400.  
51.  Tsai Y-L, Chang M-C, Lin L-D, Chan C-P, Wang C-Y, Lin P-S, et al. 
Stimulation of prostanoids and IL-8 production in human gingival 
fibroblasts by Porphyromonas gingivalis LPS is associated with 
MEK/ERK signaling. J Dent Sci. 2014;9(1):78-84.  
52.  Ho Y-C, Chen C-C, Yang S-F, Huang F-M, Chang Y-C. Upregulation 
of proteolytic enzymes and cyclooxygenase-2 in human gingival 
fibroblasts stimulated with safrole. J Dent Sci. 2014;9(1):35-40.  
53.  Noguchi K, Shitashige M, Yanai M, Morita I, Nishihara T, Murota S, 
et al. Prostaglandin production via induction of cyclooxygenase-2 by 
human gingival fibroblasts stimulated with lipopolysaccharides. 
Inflammation. 1996;20(5):555-68.  
54.  Counter CM, Avilion AA, LeFeuvre CE, Stewart NG, Greider CW, 
Harley CB, et al. Telomere shortening associated with chromosome 
instability is arrested in immortal cells which express telomerase 
activity. EMBO J. 1992;11(5):1921-9. 
55.  Illeperuma RP, Park YJ, Kim JM, Bae JY, Che ZM, Son HK, et al. 
Immortalized gingival fibroblasts as a cytotoxicity test model for dental 
materials. J Mater Sci Mater Med. 2012;23(3):753-62.  
56.  Chuang AH, Bordlemay J, Goodin JL, McPherson JC. Effect of Sodium 
Lauryl Sulfate (SLS) on Primary Human Gingival Fibroblasts in an In 
Vitro Wound Healing Model. Mil Med. 2019;184(1):97-101.  
57.  Somerman MJ, Archer SY, Imm GR, Foster RA. A Comparative Study 
of Human Periodontal Ligament Cells and Gingival Fibroblasts in vitro. 
J Dent Res. 1988;67(1):66-70.  
58.  Steffen MJ, Holt SC, Ebersole JL. Porphyromonas gingivalis induction 
of mediator and cytokine secretion by human gingival fibroblasts. Oral 
Microbiol Immunol. 2000;15(3):172-80.  
 
45 Modelo de inflamación para la enfermedad periodontal. 
59.  Kamata N, Fujimoto R, Tomonari M, Taki M, Nagayama M, Yasumoto 
S. Immortalization of human dental papilla, dental pulp, periodontal 
ligament cells and gingival fibroblasts by telomerase reverse 
transcriptase. J Oral Pathol Med. 2004;33(7):417-23.  
60.  Wei C, Tan CK, Xiaoping H, Junqiang J. Acanthoic Acid Inhibits LPS-
Induced Inflammatory Response in Human Gingival Fibroblasts. 
Inflammation. 2015;38(2):896-901.  
61.  Brunot C, Grosgogeat B, Picart C, Lagneau C, Jaffrezic-Renault N, 
Ponsonnet L. Response of fibroblast activity and polyelectrolyte 
multilayer films coating titanium. Dent Mater. 2008;24(8):1025-35.  
62.  Liu J, Zeng J, Wang X, Zheng M, Luan Q. P53 mediates 
lipopolysaccharide‐induced inflammation in human gingival fibroblasts. 
J Periodontol. 2018;89(9):1142-51.  
63.  Jian C-X, Li M-Z, Zheng W-Y, He Y, Ren Y, Wu Z-M, et al. Tormentic 
acid inhibits LPS-induced inflammatory response in human gingival 
fibroblasts via inhibition of TLR4-mediated NF-κB and MAPK signalling 
pathway. Arch Oral Biol. 2015;60(9):1327-32.  
64.  Qi F, Sun J, Yan J, Li C, Lv X. Anti-inflammatory effects of isorhamnetin 
on LPS-stimulated human gingival fibroblasts by activating Nrf2 
signaling pathway. Microb Pathog. 2018;120:37-41.  
65.  Zhang N, Lv H, Shi B-H, Hou X, Xu X. Inhibition of IL-6 and IL-8 
production in LPS-stimulated human gingival fibroblasts by glycyrrhizin 
via activating LXRα. Microb Pathog. 2017;110:135-9.  
66.  Bartold PM, Haynes DR. Interleukin-6 production by human gingival 
fibroblasts. J Periodontal Res. 1991;26(4):339-45.  
67.  Simancas-Escorcia V, Vergara Hernández C, Díaz-Caballero A. 
Influence of bovine fetal serum in the culture of gingival fibroblasts. Av 
En Odontoestomatol. 2018;34(6):299-309.  
68.  Hu Y, Ji J, Xia J, Zhao P, Fan X, Wang Z, et al. An in vitro comparison 
study: The effects of fetal bovine serum concentration on retinal 
progenitor cell multipotentiality. Neurosci Lett. 2013;534:90-5.  
69.  Jang JY, Song I-S, Baek KJ, Choi Y, Ji S. Immunologic characteristics 
of human gingival fibroblasts in response to oral bacteria. J Periodontal 
Res. 2017;52(3):447-57.  
70.  Dixon DR, Darveau RP. Lipopolysaccharide Heterogeneity: Innate 
Host Responses to Bacterial Modification of Lipid A Structure. J Dent 
Res. 2005;84(7):584-95.  
 
46 Modelo de inflamación para la enfermedad periodontal. 
71.  Darveau RP, Pham T-TT, Lemley K, Reife RA, Bainbridge BW, Coats 
SR, et al. Porphyromonas gingivalis Lipopolysaccharide Contains 
Multiple Lipid A Species That Functionally Interact with Both Toll-Like 
Receptors 2 and 4. Infect Immun. 2004;72(9):5041-51.  
72.  Morandini AC de F, Sipert CR, Ramos-Junior ES, Brozoski DT, Santos 
CF. Periodontal ligament and gingival fibroblasts participate in the 
production of TGF-β, interleukin (IL)-8 and IL-10. Braz Oral Res. 
2011;25(2):157-62.  
73.  Kirschneck C, Batschkus S, Proff P, Köstler J, Spanier G, Schröder A. 
Valid gene expression normalization by RT-qPCR in studies on hPDL 
fibroblasts with focus on orthodontic tooth movement and periodontitis. 
Sci Rep. 2017;7(1):14751.  
74.  Schmittgen TD, Zakrajsek BA. Effect of experimental treatment on 
housekeeping gene expression: validation by real-time, quantitative 
RT-PCR. J Biochem Biophys Methods. 2000;46(1):69-81.  
75.  Fitzsimmons TR, Ge S, Bartold PM. Compromised inflammatory 
cytokine response to P. gingivalis LPS by fibroblasts from inflamed 
human gingiva. Clin Oral Investig. 2018;22(2):919-27.  
76.  Kim DY, Jun J-H, Lee H-L, Woo KM, Ryoo H-M, Kim G-S, et al. N-
acetyicysteine prevents lps-lnduced pro-inflammatory cytokines and 
mmp2 production in gingival fibroblasts. Arch Pharm Res. 
2007;30(10):1283-92.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
